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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eihgereichten Unterlagen entnommen 

@ Verfahren zur Gewinnung hochgereinigter Alginate 
@ Bin Verfahren zur Gewinnung einer hochgereinigten Al- 

ginatzusammensetzung enthalt die Schritte Extrahieren 

von Algenmaterial oder Rohalginat mit einem Komplex- 

bildner in einer Losung, Sedimentieren von Zellbestand- 

teilen und Partikeln aus der Losung, Filtern der Losung, 

Ausfalien von Alginat aus der Losung und Sammeln des 

gefallten Alginats. Eine als Mischpolymer aus Mannuron- 

saure und Guluronsaure bestehende Alginatzusammen- 

setzung besitzt ein Verhaltnis von Mannuronsaure zu Gu- 
luronsaure im Bereich von 1% bis 90% und ein mittleres 

Molekulargewicht bis zu oder oberhalb von 1000 kD. 
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Beschreibung » w ( 

Die Erfindung betrifft ein Vcrfahren zur Gewinnung hochgereinigter Alginate, insbesondere aus Braunalgen, und mil 
diesera Verf ahren hergestellte Alginate mil einem hohen Polymerisationsgrad sowie deren Verwendung. 

5 Alginate besitzen zahlreiche Anwendungen im Bereich der Lebensmitteltechnik (z. B. Askar in "Alimenta", Bd. 21, 
1982, S. 165 ff.)und inderTextiltechnik,in zunehmendera MaBejedoch auchinderPharma2ie t Medizin,Biocheniie und 
Biotechnologie. Die nach den bisher bekannten Verf ahren aus Algenpflanzen gewonnenen Alginate (Obersicht beispiels- 
weise in D. J. McHugh: "Production and Utilization of Products from Commercial Seaweets" in "FAO Fisheries Techni- • 
cal Papers", Bd. 288, 1987, Cap. 2) sind durch Schwankungen der Zusammensetzung und der Struktur sowie durch Ver- 
io unreinigungen gekennzeichnet. Dies ergibt sich daraus, daB das Rohalginat aus Biomasse extrahiert wird, die aus Wild- 
populationen gewonnen wird. Die insbesondere in Kiistengewassem wachsenden Algenpopulationen sind zahlreichen 
geographischen, saisonalen und stoffiichen (Umweltverschmutzung) Einfliissen ausgesetzt Hinzu komrnt, dafl bei der 
Emte die Algen ggf. gemeinsam mil Fremdsioffen eingesammelt und zur Konservierung bzw. zur Entfarbung einer che- 
mischen Behandlung (z. B. mit Formalin und/oder Hypochlorid) unterzogen werden. 

15 Die bis jetzt verfugbaren Rohalginate sind daher Mischpolymere variabler Struktur mit \ferunreinigungen, zu denen 
insbesondere toxische Chemikalien zahlen konnen. Da in der Lebensmittel- und Textiltechnik vorrangig Interesse an den 
gelbildenden Eigenschaften der Alginate besteht, wurden Vferfahren zur Nachreinigung oder Reinigung der Rohalginate, 
wie sie im folgenden erlautert werden, erst fur die biologischmedizinischen Anwendungen entwickelt. 

Verf ahren zur Reinigung von Alginaten (wie sie z. B. von den Untemehmen Keltone LV oder Kelco Nutrasweet ver- 

20 fugbar sind) werden beispielsweise in DE-US 4,204,012, US-A 5,429,821 (bzw. US-A 5,656, 468) und in der Publika- 
tion von P. De Vos et al. in "Diabetologia" (Bd. 40, 1997, S. 262 ff.) beschrieben. Diese Verfahren besitzen generell die 
Nachteile eines hohen Energieaufwandes (Anwendungen einer Elektrophorese, Gefriertrocknung oder Zentrifugation, 
Erhitzung oder Kochen), einer hohen Umweltbelastung (Verwendung von Sauren wie HQ, H 2 S0 4 , biologisch nicht- ab- 
baubaren Losungsmitteln wie CHCI3 oder Schwermetallionen wie beispielsweise Barium, Blei oder Kadmium) und ei- 

25 ner Beschrankung des erzielbaren mittleren Molekulargewichts des gereiniglen Endmaterials. Weitere Nachteile der her- 
kommlichen Verfahren ergeben sich im einzelnen aus den folgenden Erlauterungen: 

Bei dem aus DE-OS 42 04 012 bekannten Verfahren wird eine Rohalginatlosung einer Behandlung mit einem Kom- 
plexbildner, einer Saureextrakuon bei hohen Temperaturen (rund 70°C), einer Waschung, einer Behandlung mit konzen- 
triertem Alkohol (rund 80%) und einer weiteren Behandlung mit einem Komplexbildner ausgesetzL AnschlieBend folgt 

30 ein Dialysevorgang und eine Gefriertrocknung (oder Elektrophorese oder Zentrifugation) zur Gewinnung des gerei- 
niglen Aiginats. Dieses Verfahren ist wegen des hohen Energieaufwands, der groBen Anzahl von \eifahrensschritten, 
dem Einsatz von toxischen Materialien (z. B. Barium als Komplexbildner) und der Beschrankung auf Alginate (< 500 
kD) nachteilig. Ein besonderes Problem ist jedoch, daB der Reinigungseffekt dieses Verfahrens nur beschrankt ist. 
In DE-OS 42 04 012 werden die gereinigten Alginate zwar als mitogenfreie Substanzen benannt, dies jedoch lediglich 

35 unter der Annahme einer Mitogenfreiheit, falls in vorbestimmten Tierversuchen keine Entzundungsreaktionen beobach- 
tet werden, sowie einer Unbedenklichkeit weiterer Komponenlen, die im hochgereinigen Alginat verblieben. Es hat sich 
jedoch gezeigt, daB die am Ende der 80er Jahre entwickelten und in DE-OS 42 04 012 implementierten Tierversuche 
nicht geeignet sind, eine Mitogenfreiheit nachzuweisen, die den Anforderungen der modemen bioraedizinischen Anwen- 
dungen, z. B. der Implantauonstechnik, erfullt. So wurden die Tierversuche beim herkommlichen Reinigungsverfahren 

40 mit sogenannten Lewis-Ratten durchgefuhrt. Inzwischen konnte jedoch durch G. Klock et al. in "Biomaterials" (Bd. 18, 
1997, S. 707ff) und durch P. Grohn (Dissertation Universitat Wiirzburg, 1998) nachgewiesen werden, daB die Lewis-Rat- 
ten eine relativ geringe Empfindlichkeit gegeniiber nitogenen Substanzen besitzen. Implantierte Alginat- Kapseln, die bei 
Lq wis- Ratten nach drei Wochen keine Entzundungsreaktionen auslosten, fuhrten beispielsweise bei sogenannten BB- 
Ok-Ratten ( M Bio Breeding / Ottawa Karlsburg") zu Entzundungsreaktionen. Daraus ergibt sich, daB die aus DE- 

45 OS 42 04 012 bekannten mitogenfreien Substanzen tatsachlich nicht als hochgereinigt betrachtet werden konnen und 
wegen verminderter Biokompatibilitat bei biomedizinischen Anwendungen nur beschrankt einsetzbar sind. 

Bei dem aus US-A 5,429,821 bzw. US-A 5,656,468 bekannten Reinigungsverfahren wird ebenfalls eine Saurefallung 
durchgefuhrt. Es sind wiederum Hc>chtemperatun f erfahrensschritte und zur endgultigen Alginatgewinnung eine Zenui- 
fugation, Hektrophorese oder Gefriertrocknung erforderlich. Die nach diesem \ferfahren gewonnenen Alginate sind auf 

50 Molekulargewichte unterhalb 200 kD beschrankt. Es folgt eine Trocknung bei 80°C, bei der im Mischpolymer Trock- 
nungsartefakte durch Suuktur- oder Stoftumsetzungen entslehen konnen. 

Ein besonderes Problem stellt die Beschrankung auf relativ geringe Molekulargewichte dar. So ist beispielsweise aus 
"Immobilized Enzymes" von J. Chibata (A Halsted Press Book, John Wiley & Sons, 1 978) bekannt, daB die Bio-Toxizi- 
tat von Materialien mit der Zunahme des Molekulargewichts abnimmt. 

55 SchlieBlich ist auch das oben genannte Verfahren nach P. de Vos et aL durch zahlreiche Verfahrensschritte, einschlieB- 
lich einer Saurefallung, dem Einsatz toxischer Chemikalien (Chloroform), die Verwendung hochkonzentrierten Ethanols 
(rund 70%) und die Anwendung einer Zentrifugation, Elektrophorese oder Gefriertrocknung gekennzeichnet. 

Ein weiterer Nacbteil samtlicher Reinigungsverfahren besteht in deren Beschrankung auf die Reinigung kommerziell 
verfugbarer Rohalginate. Die Verfahren sind nicht auf Frischrnaterial oder geemtete Biomasse anwendbar. AuBerdera 

60 sind die Verfahren aufgrund der umstandlichen Verfahrensfuhrung, des Energieaufwands und dem Einsatz toxischer 
Chemikalien fur eine groBlechnische Anwendung nicht praktikabei. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Gewinnung hochgereinigler Alginate anzugeben, mit dem die 
Nachteile herkommlicher Reinigungsverfahren vermieden werden und die Herstellung eines hochgereinigten Aiginats, 
insbesondere in groBtechnischem MaBstab, ermoglicht wird. Die Aufgabe der Erfindung ist es auch, ein neuartiges Algi- 

65 nat und gegeniiber den herkommlichen Alginaten erhdhtem Molekulargewicht anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren bzw. eine Alginatzusammenselzung mit den Merkmalen gemafi den Patent- 
anspruchen 1 biw. 14 gelost. Vorteilhafte Ausriihrungsformen und Verwendungen der Erfindung ergeben sich aus den 
abhangigen Anspriichen. 
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Unier einem hochgereiniglen Alginat wird hier eine reproduzierbar herstellbare Alginalzusammensetzung verstanden, 
die vorbesiimmte Molekulargewicht- und/oder Viskositatsparameter besitzt und cine hohe Sterilitat, Reinheit und Bio- 
kompatibililat aufweist. Leizteres Merkmal beziehl sich beispielsweise zierbar hersiellbarc Alginalzusammensetzung 
verstanden, die vorbesiimmte Molekulargewicht- und/oder Viskositatsparameter besitzt und eine hohe Sterilitat, Rein- 
heit und Biokompaubilitat aufweist. Leizteres Merkmal beziehl sich beispielsweise darauf, dafi mil erfindungsgemaB 5 
hochgereinigten Alginaten in autoimmundiabelischen BB/OK-Ratten auch nach mehrwochiger Implantation keine oder 
eine vemachlassigbar geringe Fremdkorperreakuon ausgelost wird. 

Im Unterschied zu den herkommlichen Reinigungsverfahren, die samtlich an kommerziell verfugbare Rohalginate an- 
gepafit sind, diejedoch Verschnitte oder Mischungen aus verschiedenen Algenmaterialien unter EioschluB von tierischen 
oder anderen Fremdmaterialien darstellen und somit grundsatzlich nicht hochgereinigtes Alginat eigeben konnen, wird 10 
erfindungsgemaB eine Alginatherstellung oder -gewinnung angegeben, die vorzugsweise von sauberem Algenfrischma- 
terial oder gelrocknetem Atgenmaterial als Ausgangsstoff ausgeht. Es ist insbesondere vorgesehen, dafi zunachst das Al- 
genmaterial in Gegenwart von Komplexbildnem behandelt wird, worauf mit einem Bindemittel in Form eines Granulats 
oder einem vergleichbaren porosen Material Zellbestandteile und Partikel sedimentiert werden. Nach einer Filtration er- 
folgt ein FaUungsschritt, vorzugsweise unter gleichzeitigem Einblasen eines Tragergases, unter dessen Wirkung das aus- 15 
gefallte Alginat auf der Losung aufschwimmL Dieses Aufschaumen (Floatieren) ist nicht zwingend erforderlich. Ausge- 
falltes Alginat kann auch anderweitig aus der Losung getrennt werden (z. B. durch einen Dekantiervorgang). Das derart 
gewonnene Alginat kann von der Losungsoberflache abgenommen oder als Ruckstand nach dem Dekantieren aufgenom- 
men und an Luft oder mit einer Filterpresse entwasssert werden. Je nach Anwendungsfall wird dieser Reinigungsvoigang 
mehrfach bzw. Teilschritte dieses Reinigungsvorgangs einmalig oder mehrmals wiederholt. Nach der letzten Reinigung 20 
erfolgl ein abschlieBendes Waschen und Lufttrocknen. 

Diese Verfahrensweise besitzt die folgenden Vorteile. Bei der Alginatgewinnung wird vollstandig auf toxische Chemi- 
kalien und Hochtemperaturbedingungen verzichtet. Die Verfahrensschritte konnen ohne Probleme in verhaltnismaBig 
kleinem MaBstab, z. B. am Ort der Algenemte, oder auch groBtechnisch durchgefuhrt werden. Durch gezielte Steuerung 
der Fallungsreaktion werden Verunreinigungen durch Fucoidan ausgeschlossen, so daB sich die Reinheit des gewonne- 25 
nen Alginats im Vergleich mit herkommlichen Alginaten verbessert 

Die unmittelbare Verarbeitung von Algenmaterial besitzt eine Reihe von Vorteilen. Erstens werden Nachteile bei der 
herkommlichen Algenemte, die sich durch Zersetzung und Verrottung am Emteort und die konservierende Chemikalien- 
behandlung ergeben, vollstandig vermeidbar. Zweitens lassen sich die geernteten Algen nach Organen oder Gewebeab- 
schnitten trennen, bevor die Alginatgewinnung durchgefuhrt wird. Da sich die verschiedenen Algengewebe durch ver- 30 
schiedene Verhaltnisse der monomeren Mannuronsaure und Guluronsaure unterscheiden, konnen gezielt hochgereinigte 
Alginate mit einer bestimmten Mannuron-Guluron-Zusarnrnensetzung hergestellt werden. Entsprechendes gilt fur die 
Wahl bestimmter Gewebeteile zur Erzielung eines bestimmten Molekulargewichts. Es lassen sich erfindungsgemaBe Al- 
ginatzusammensetzungen mit einem Molekulargewicht von mehr als 1.000 kD gewinnen. SchlieBlich kommt das erfin- 
dungsgemaB Verfahren ohne aufwendige Zentrifugalionsschritte aus, wodurch die praktische Implementierung weiter 35 
vereinfacht wird. Die gezielte Gewinnung verschiedener Sorten hochreinen Alginats (z. B. guluronat- bzw. mannuronat- 
reiches Alginat) laBl sich auch durch gezielte Gewinnung aus bestimmten Algenspezies (Laminarales, Ectocarpales, Fu- 
cales) reabsieren, die sich durch die chemische Struktur des jeweiligen Alginats unterscheiden. Bei der organspezifi- 
schen Selektion werden hingegegen Phylloide, Cauloide und Rhizoide der Algen getrennt und separat verarbeitet Diese 
Differenzierung kann weiter verfeinert werden, in dem einzelne Gewebe der verschiedenen Organe getrennt und das Al- 40 
ginat aus diesen Geweben separat gewonnen wird 

Die- Erfindung ist insbesondere zur Alginatgewinnung aus frischem oder getrockneten Algenmaterial (insbesondere 
Briunalgen) angepaBt. Es ist jedoch auch moglich, mit dem erfindungsgemaB Verfahren kommerziell verfugbare Rohal- 
ginate zu reinigen oder das erfindungsgemaB Verfahren mit bestimmten Wasch- oder Trennschritten (z. B. Zentrifuga- 
tion) zu kombinieren, die aus den herkommlichen Reinigungsverfahren bekannt sind. 45 

Ein weilerer Vorteil der Erfindung besteht darin, daB das hochreine Alginat unmittelbar aus den Algenpfianzen unter 
Kontrolle samtlicher ProzeBschritte gewonnen wird. Es werden toxische Chemikalien (insbesondere Losungsmittel) ver- 
mieden, so daB ein Einsalz fur pharmazeutische Zwecke ohne weiteres moglich ist. Das Aufschaumen des ausgefaliten 
Alginats stellt ein besonders einfaches und energiearmes Abu-enn verfahren dar. 

GernaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden die folgenden \ferfahrensschritte zunachst an Al- 50 
genfrischmaterial oder getrocknetem Materia] durchgefuhrt und anschlieBend an hochgereinigtem Alginat teilweise wie- 
derholt, das beim ersten oder friiheren Verfahrensablaufen gewonnen wurde. 

Das Algenmaterial bzw. kommerzielle Alginat wird im folgenden als Ausgangsmaterial bezeichnet. Zunachst wird das 
Ausgangsrnaterial in Gegenwart von Komplexbildnem in einer Sodalosung extrahiert AnschlieBend werden in der Lo- 
sung vorhandene Zellbestandteile und Parukel durch Zugabe eines Granulats und falls erforderlich durch Zugabe von 55 
Ionenauslauschem (wie z. B. Amberlit) zur Sedimentauon gebracht und die Losung anschlieBend gefiltert. Die Sedimen- 
tation kann altemativ auch unter Verwendung von Elektrographit (z B. in Kiigelchen-Form) vorgenommen werden. Da- 
bei wird Elektrographit in die Losung eingeruhrt und durch einen StromfluB zwischen zwei in die Losung eingehangten 
Eleklroden aufgeladen. Die geladenen Elektrographilkugelchen zeigen eine Akkumulation von Verunreinigungen, die 
hier die belreffenden Zellbestandieile und Fremdpartike) umfassen. Der Filterschritt kann eine mehrfache Filterung mit 60 
schrittweise sich verringernder PorengroBe z. B. von 15 urn bis 0.1 urn umfassen. Aus der gefilterten Losung wird das 
Alginat durch ein geeignetes Fallungsmittel ausgefallt. Die Fallung wind vorzugsweise mit einem Alkohol (z. B. Ema- 
nol) durchgefuhrt. Es kann aber auch eine Saure oder ein anderes geeignetes Fallungsmittel verwendet werden. Die Al- 
koholkonzentration wird im Bereich zwischen 10% bis 50%, vorzugsweise im Bereich von 20% bis rd. 30% gewahlt. In 
diesera Konzentrationsbereich bleiben Verunreinigungen durch immunologisch aktive Polysaccharide wie z. B. Fucoi- 65 
dan in der Losung und konnen somit vom Alginat getrennt werden. Falls hohere Alkoholkonzentrauonen wie z. B. beim 
Verfahren nach De Vos el al. verwendet werden ; so konnen diese unerwiinschten Polysaccharide nicht abgetrennt wer- 
den. Wahrend der Ausfallung erfolgl vorzugsweise eine Durchstromung der Losung mit einem Treibgas (z. B. Luft). Das 
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ausgefailte Alginat wird durch die eingeblasene Luft nach oben aufgelrieben und kann von der Losungsoberfi ache leicht 
mit einer geeigneten Einrichtung (z. B. Netz, Sieb oder dergl.) von der Losung abgetrennt werden. AnschlieBend wird 
das gesammelte Alginat mit einer Filterpresse entwassert 

Die genannten Verfahrensschritte werden anwendungsabhangig ganz, teilweise oder in teilweise modifizierter Form 
5 wiederholt Nach dem letzten Verfahrensablauf wird das hochgereinigte Alginat in Ethanol und ggf. anschliefiend in 
Wasser gewaschen und bei Raumtemperatur luftgetrocknet. 

Das gereioigte Alginat besitzt in Abhangigkeit vorn Ausgangsmaterial ein Verhaltnis der Monomeren Mannuronsaure 
und Guluronsaure im Bereich von 0.1-9 (entsprechend 1% bis 90% Mannuronsaure) und ein raittleres Molekulargewicht 
von ca. 10 kD bis mehr als 1000 kD. Derart gereinigtes, bei einer autoimmundiabetischen BB/OK Ratte implantiertes Al- 
io ginat lost nach einer Implantationszeit von 3 Wochen keine oder nur eine sehr schwache Fremdkorperreakuon aus, wie 
im einzelnen unten erlautert wird. 

Beispiel 

15 Das Ausgangsmaterial umfafit (1) frische Braunalgen, (2) getrocknete Braunalgen oder (3) kommerzielles Alginat. Im 
Falle von (2) und (3) wird das trockene Material (z. B. Laminarales, Fucales) je nach Ausgangsmenge fiir mehrere Stun- 
den in warmem Leitungswasser gewassert Dies kann beispielsweise bei Leitungswasser mit einer Temperatur von 40°C 
mindestens 3 bis 4 Stunden dauern, wobei das Wasser mehrfach ausgetauscht wird oder flieBt. Bei \ferwendung von kal- 
terem Wasser mufi die Wasserung entsprechend verlangert werden. Die Wasserung erfolgt vorzugsweise dadurch, daB 

20 das Material in einem wasserdurchlassigen Behaltnis (z. B. wasserdurchlassiger Sack) in fliefiendes Leitungswasser ge- 
hangt wird. Bei Wasserung in stehendem Wasser wird das Material bei einem Ausgangstrockengewicht von rund 80 g 
getrocknete Algen (entsprechend 10% des Frischgewichts von rund 800 g) in 3 bis 6 1 Wasser gewassert. 

Nach der Wasserung erfolgt die Verfahrensweise fur alle drei genannten Arten von Ausgangsmaterial (1) bis (3) ana- 
log, wobei hier beispielhaft auf 80 g trockene und anschliefiend wieder hydratisierie (gewasserte) Algen Bezug genom- 

25 men wird. Bei kommerziellem Alginat, dessen Trockengewicht nur rund 1 % des Frischgewichts ausmacht, wird entspre- 
chend weniger Trockengewicht eingesetzt. 

Das Material wird in rund 5.7 1 einer 25 mM EDTA-Losung (Aqua dest. bzw. demineralisiertes Wasser) suspendiert 
(bzw. im Falle von kommerziellem Alginat (3) gelost). Die Einwirkung der Emylendlamintetraessigsaure(EDTA)-Lo- 
sung erfolgt mindestens 10 Stunden. Die Einwirkungszeit kann verkurzl werden, wenn die Suspension laufend geruhrt 

30 wird. Mit steigender Einwirkungszeit verbessert sich die Ausbeute an gereinigtem Alginat. Bei einer ungeriihrten Sus- 
pension kann beispielsweise eine Einwirkungszeit von mehreren Tagen vorgesehen sein. 

AnschlieBend werden 5% NajCO^ und EDTA als Festsubstanzen unter Riihren zugegeben. Die EDTA-Menge wird 
derart gewahlt, daB eine 50 mM-EDTA-Losung gebildel wird. Die Suspension wird solange geruhrt, bis eine homogene 
(feindisperse) Losung vorliegt. Dieser Zustand ist insbesondere dann erreicht, wenn in der Losung nur noch wenige Zell- 

35 bestandteile sichtbar sind. AnschlieBend werden rund 34.2 g Kieselgur unter Riihren zugesetzt und die Losung fur min- 
destens 2 Tage geruhrt. Es ist alternativ moglich, das Kieselgur zusammen mit Na2CC>3 und EDTA unter Ruhren zuzu- 
geben. Es kann anwendungsabhangig (insbesondere in Abhangigkeit vom verwendeten Braunalgenmaterial) vorgesehen 
sein, zusatzlich Ionenaustauschermaterial gleichzeitig mit dem Kieselgur oder Elektrograhpit zuzugeben. Es ist bei- 
spielsweise moglich, zusatzlich 34.2 g Amberlit als Ionenaustauscher zuzusetzen, das vorher einer Reinigung unterzogen 

40 worden ist. Diese Reinigung dient der Entfernung toxischer Substanzen und umfafit eine Besserung in flieBendem >tos- 
ser (Dauer rund 3 Stunden). 

Nach der Kieselgurbehandlung wird das Volumen der Losung mit demineralisiertem Wasser auf 22.8 1 verdiinnt, um 
die, Viskositat zu verringem. Die Verdunnung wird allgemein derart gewahlt, daB die Losung anschlieBend filtrierbar ist. 
Der Wasserzusatz hangt somit insbesndere auch vom verwendeten Braunalgenmaterial ab. Nach der Verdunnung und 

45 kurzzeitigem Durchruhren wird die Losung fiir mindestens 10 Stunden stehengelassen, um feste Bestandteile sedimen- 
ueren zu lassen. Die Standzeit kann auch im Bereich von Tagen liegen. Der Uberstand wird abdekantiert und filtriert. Die 
Filtration erfolgt raehrstufig, wobei erst ein Tiefenfilter mit einer PorengroBe von 15 um und anschlieBend ein Filter mit 
einer PorengroBe von 0.1 um verwendet wird. 

AnschlieBend folgt ein Salzzusatz zu dem Filtrat. Es wird der Zusatz von KG bevorzugt wobei anwendungsabhangig 

50 auch andere, entsprechende Salze eingesetzt werden konnen. Es wird soviel KC1 als Festsubstanz zugegeben, daB sich 
eine 0.13 M KCI-L6sung ergibt. 

AnschlieBend folgt eine Ethanol-Fallung. Die Menge des Ethanolzusatzes hangt davon ab, wieviel Fucoidan sich im 
Material befindet. Die Ethanolkonzentration sollte bei Anwesenheit von Fucoidan nicht 30% uberschreiten, da sonst das 
Fucoidan mit ausfalit. Beim angegebenen Beispiel werden rund 12 1 99%iger Ethanol zugesetzt, so daB die Endkonzen- 

55 tration des Ethanol in der Gesamtlosung bei rund 28% liegt. Es kann auch vorgesehen sein, daB die Ethanolkonzentration 
in Abhangigkeit von der Art des Ausfallens des Alginats gewahlt wird. Durch Variation der Ethanolkonzentration kann 
erzielt werden, daB das Alginat fadenformig oder watterbrmig ausfalit. Eine derartige Ausfallung wird nach Moglichkeit 
angestrebt, damil das Alginat aufschwimmt bzw. weiterverarbeitei werden kann, wie dies unten erlautert wird. 

Anstelle von Ethanol kann auch mindestens ein anderer Alkohol oder eine Fallungssaure zugegeben werden, wobei 

60 die Konzentration sich nach den genannten Kriterien richtet. 

Wahrend der Fallung erfolgt eine Durchstromung der Losung mit einem Treibgas (z. B. Luft). Das ausgefailte Alginat 
wird wahrend der Fallung, d. h. im Entstehen, durch die eingeblasene Luft nach oben aufgelrieben und kann von der Lo- 
sungsoberft ache leicht mil einer geeigneten Einrichtung (z. B. Nelz, Sieb, oder dgl.) von der Losung abgehoben werden. 
Das ausgefailte Alginat kann auch ohne Treibgaszusaiz durch Dekantieren gesammelt werden. AnschlieBend wird das 

65 gesammelte Alginat mit einer Fillerpresse entwassert um dem stark hygroskopischen Material zurnindesi teilweise Was- 
ser zu entziehen. 

Die bis hier realisierten Verfahrensschritte werden anwendungsabhangig ganz, teilweise oder teilweise unter modifi- 
zierten Bedingungen wiederholt. Danach wird eine Weiterverarbeitung des gefalllen Alginats wie folgt durchgefuhn. 
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Das gefaUte Alginat wird in 11 .4 1 und 0.5 M-KC1/10 rnM-EDTA-Losung aufgelost. Die Aunosung erfolgt unter Ruh- 
ren. bis eine homogene Losung vorliegt. AnschlieBend folgt eine zweite Fallung mil rund 10 1 ciner 99%igen Ethanollo- 
sung unter Treibgaszufuhrung. Umer diesen Bedingungen betragt die Alkoholkonzentrauon in der Gesamtlosung rund 
44%. Bei dieser zweiten Fallung kann eine hohere Alkohol-(bzw. Saure-)Konzentrauon gewahlt werden, da das Fucoi- 
dan (siehe oben) bereits abgetrennt ist. AUerdings wird die Konzenlration des Fallungsraittels wiedenim so eingestellt, 
daB die Bildung von faden- oder watteartigem Alginat gefordert wird. Bei nichtopUmaler Alkoholkonzentration ist das 
Alginat gelauneartig und kann somit nicht flotiert werden (Aufschwimmen unter Treibgaswirkung). 

AnschlieBend wird das gefallte Alginat wieder durch eine Filterpresse entwassert und mehrmals mit der 10-fachen 
Menge einer 70%igen Ethanollosung gewaschen. AnschlieBend wird das Material bei Raumtemperatur getrockneL Die 
Trocknung kann anwendungsabhangig unter sterilen Bedingungen erfolgen. Es kann nach der Waschung mit Ethanol 
vorgesehen sein, das Material mehrfach mit demineralisiertem Wasser zu waschen oder gegen demineralisiertes Wasser 
zu dialysieren, um Restspuren von Ethanol zu entfernen. 

Die Zahl der erfindungsgemaB durchgefuhrten Fallungen richtet sich nach den \ferunreinigungen bzw. den toxischen 
Beiprodukten im Ausgangsmaterial. 

Die Gewebevertraglichkeit des entsprechend dem Beispiel gewonnenen Alginats wird wie folgt geprufL Es werden 
Implantanonsexperimente mit normoglykamischen (6.1 + 0.4 mM Plasmaglucose), diabetesanfalligen BB/OK-Ratten 
(200 + 25 Tage alt) durchgefuhrt. Diese Ratten besitzen eine erheblich hohere Empfindlichkeit gegen Verunreinigungen 
in Alginaten als die oben genannten Lewisratten. 

Ba^-Alginatkapseln wurden aus dem hochgereinigten Alginat entsprechend der Verfahrensweise hergestellt, die in 
DE-OS 42 04 01 2 A 1 beschrieben ist. Die Alginatkapseln besitzen einen miltleren Durchmesser von 200 um bis 400 urn. 
Die Implantation erfolgte unter die Nierenkapsel der BB/OK-Ratten. Die Empfangertiere blieben normoglykamisch und 
zeigten keinen Veriust an Korpergewicht. Nach drei Wochen wurden die Tiere getdtet, die Nieren herausgenommen und 
in Bouin'scher Losung fixierl. Nach Einbettung in Paraffin folgte die Praparation von 7 um-Schnitten. Jeder 20. Schnitt 
von zwei unabhangigen Individuen wurde zur histologischen Untersuchung herangezogen. 

Das Ergebnis der Untersuchung fur verschiedene Proben im Vergleich mit Rohalginat ist in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt: 

Resultat fur zwei unabhangige Proben 



Probe 


Ratte # 


Histologische 
Beurteilung 
(Fibrose) 


Endotoxingehalt 
einer 0,25%igen Losung des 
Alginats 


SI 


V159 


(+) 


1 EU/rol 




V161 


+ 




S2 


V454 


0 


3,5 EU/ml 


Rohalginat 


V12 


++++ 


> 1000 EU/ral 
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(Legende : 

Q: .keine Reaktion, (+) : sehr schwache Reaktion, +: schwache Reaktion, 
4+++: sehr starke Fibrose) 

Es zeigt sich, daB die Implanlauon mit erfindungsgemaBem Alginat keine oder nur eine sehr schwache Reaktion aus- 
lost, wohingegen bei Implantation mil kommerziell angebotenem Rohalginat eine sehr starke Fibrose auftritt. 

Der Endotoxingehalt, der charakteristisch fur einen potendeUen BaklerienbefalJ ist, zeigt im Falle der hochgereinigten 
Alginate hervorragende, nahezu vernachlassigbare Werte, wohingegen der Vergleichswert des kommerzieUen Rohalgi- 
nats rd. tausendfach groBer ist 

Am erfindungsgemaB hergestellten, hochgereinigten Alginat wurde auch unter Anwendung der folgenden Testverfan- 
ren festgesteUt, daB keine Verunreinigungen von toxischen Substanzen gegeben ist. Die Testverfahren umfassen insbe- 
sondere fluoreszenzspektroskopische Verfahren und Endotoxin- oder Mitogenakuvitats-Essays, wie sie von G. Klock el 
al. in n Appl. Microbiol. Biotechnology" (Band 40, 1994, Seite 638 ff) und in "Biomaterials ,, (Band 18, 1997, Seite 707) 
beschrieben sind, NMR-spektroskopische Verfahren, die Bestimmung des anuoxidativen Potentials des hochgereinigten 
Alginats durch Ennitdung der Reaktion auf Zugabe von HOC1 und iiber die Bestimmung der oxidativen Akuvitat neu- 
trophiler Granolycyten unter Zuhilfenahme der Chemolumineszenz (siehe K. Arnold in "Abhandlungen der sachsischen 
Akademie der Wissenschaften zu Leipzig', Band 58, 1997, Heft 5) und das Verfahren der "Free Flow Electrophoresis" 
wie es von U. Zimmermann el al. in "Electrophoresis" (Band 13, 1992, Seite 269) beschrieben ist. Eine toxische \ferun- 
reinigung wurde mit diesen Verfahren nicht besummt. 

Nach den in der oben genannten Publikation von G. Klock et al. (1997) angegebenen Verfahren wurde ferner das Ver- 
hallnis von Mannuron- zu Guluronsaure mit Hilfe der sogenannten "Circular Dichroismus-Spectroscopy" bzw. mit der 
IR-Spektroskopie errailtelt. Femer wurde auch das Molekulargewicht uber die Besummung der Viskositat errailtelt. 

Die rait BA^" vemetzten Kapseln aus Alginat besitzen eine hervorragende Elastizitat, wie es mil Hilfe von Kompres- 
sionsmessungen nachgewiesen werden konnle. 

Das beschriebene Verfahren zur Alginalgewinnung kann in Bezug auf das FaHungsmiliel, die Wahl des Sedimentaii- 
onsmittels, die Wah! des inenen Treibgases, das Fallungsverfahren und/oder das Vorgehen beim Einsammeln des ausge- 
faUten Alginals modifiziert werden. AnsteUe des zur Sedimentauon eingesetzten Kieselgur kann auch jedes andere ab- 
sorbierende Material wie Elektrographite, Granulate, Cellulose, porose RecycUng-Materialien in Pulver- oder Partikel- 
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form verwendet werden. Es ist auch moglich, zur Sedimentation ein mil einem absorbierenden Material beschichtetes 
Riihrwerkzeug zu vcrwcnden. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein hochgereinigtes Alginat, das als Mischpolyraer aus Mannuronsaure und Gulu- 
ronsaure in einem Verhaltnis im Bereich von 1% bis 90% besteht, wobei das mittlere Molekulaigewicht.grbBer als 1000 
5 kD ist Bevorzugte Anwendungen eines derartigen, hochgereinigten Alginats sind die Transplantationschirurgie, bei der 
lebende Zellen in einer Algihatkapsel eingeschlossen und ohne die Ausldsung imraunologischer.Reaktionen im Korper 
eines Lebewesens implantiert werden. Das hochgereinigte Alginat kann auch in den Gebieten der Lebensmitlel- oder 
Textiltechnik zur Erhohung der Vertraglichkeit bestimrater Nahrungsmittel oder StofFe eingesetzt werden. Es wird be- 
lont, daB das oben erlauterte erfindungsgemaBe Verfahren auch zur Herstellung hochgereinigten Alginats mil geringerera 
to Molekulargewicht bis zu 1000 kD geeignet ist. 

Im folgenden wird ein Beispiel zur Transplantationschirurgie, namlich die Mikrokapsulierung Langerhans'scher In- 
seln, beschrieben. 

Isolierte Langerhans'sche Inseln wurden in einer Losung von 0.9% NaQ und 0.5% des gereinigten Alginats suspen- 
diert Diese Suspension wurde durch eine Spriihduse fein zertropfL Die Diise hat ein bewegliches inneres Hohlrohr (in- 

15 nere Diise) mit LuranschluB (innerer Durchmesser 350 uiB bzw. 2 mm), ein mittleres Hohlrohr (mittlere Duse) mit einem 
Durchmesser von 1 mm bzw. 3.5 mm und einen auBeren Kanal, der in einem justierbaren Luftfokussierkopf miindet. 
Diese Elemente wurden an einem Dusenkopf montiert, an dem sich Druckluft- und LuranschluB befinden. 

Die Inselsuspension in Alginat wird durch den zentralen Dusenkanal gedriickt. Durch den umgebenden Kanal wird 
eine Losung von 2% des Alginats in 0.9% Kochsalzlosung apppliziert. Bei den am Diisenausgang entstehenden TVopfen 

20 umschlieBt auf diese Weise die auBere Alginatlosung (2%) die in der 0.5%igen Alginatlosung suspendierten Inseln. 
Durch den auBeren, dritten Kanal wird Druckluft zugefuhrt, welche die Tropfen von der Dusenoffnung abschert Die 
Druckluft wurde auf 30 bis 40 mbar (7 bis 8 L/min) eingestellt. Die Alginattropfen wurden in 40 mL Nfemetzerlosung mit 
20 mM BaClz, 10 mM MOPS, 115 mM NaQ geliert. Die Kapseln wurden dann dreimal mit isotoner Kochsalzlosung ge- 
wachsen. 

25 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Gewinnung einer hochgereinigten Alginatzusammensetzung, mit den Schritten: 

- Extrahieren von Algenmaterial oder Rohalginat in einer Losung mit einem Komplexbildner, 

30 - Sedimenueren von Zellbestandteilen und Partikeln mit einem porosen Bindemittel aus der Losung, 

- Filtera der Losung, 

- Ausfallen von Alginat aus der Losung, und 

- Sammeln des gefallten Alginats. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1 , bei dem das Extrahieren in einer Sodalosung erfolgt. 

35 3. Verfahren gemaB Anspruch 2, bei dem zum Extrahieren als Komplexbildner EUiylendiamenletraessigsaure und 

Na 2 C03 verwendet werden. 

4. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem das Sedimenueren mit einem porosen Granulat 
auf der Basis von Kieselgur, Zellulose, Recycling-Materi alien aus nachwachsenden Rohstoffen oder Elektrographit 
erfolgt. 

40 5. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem das Filiern mit Tiefenfiltem jeweils abnehmen- 

der PorengroBe erfolgt. 

6. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem das Ausfallen von Alginat mit Alkohol erfolgt 
» 7. Verfahren gemaB Anspruch 6, bei dem der Alkoholgehalt im Bereich von 10-30% gewahlt ist. 

8. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem das Sammeln des ausgefallten Alginats durch 
45 Aufschaumen aus der Losung oder durch Dekantieren der Losung erfolgt 

9. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem das Entwassem des Alginats bei Raumtempe- 
ratur erfolgL 

10. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem nach dem Entwassem das Extrahieren, Fil- 
tern, Fallen und Entwassem mindestens einrnal wiederholt wird. 

50 11. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem als Algenmaterial Algenfrischmaterial oder 

kommerzielles Alginat verwendet wird. 

12. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem als Algenmaterial bestimmte Organ- oder Ge- 
webeteile von Algen verwendet werden. 

13. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem als Algenmaterial Braunalgen verwendet 
55 werden. 

14. Alginatzusammensetzung, die als Mischpolymer aus Mannuronsaure und Guluronsaure besteht, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ira Mischpolyraer ein Verhaltnis von Mannuronsaure zu Guluronsaure im Bereich von 1% bis 
90% gegeben ist und das mittlere Molekulargewicht des Mischpolymers groBer als 1.000 kD ist 

15. Alginatzusammensetzung geraaB Anspruch 14, die nach einem \ferfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 13 
60 hergestellt ist 

16. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemaB Anspruch 14 oder 15 zur Herstellung von Alginalkapseln 
oder -umhiillungen fur die Transplantationschirurgie. 
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